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Abstract 
Violacein Produced by Novel Marine Bacteria and its Anti-tumor Properties 
 
Novel marine bacteria producing a purple pigment were isolated from the Pacific coast of 
Japan, and the purple pigment was identified as violacein.  It was also found that the pigment 
induced apoptosis of leukemia cells.  
 
 Violacein is a pigment produced by Chromobacterium violaceum isolated from soil and 
water in tropical and subtropical areas.  It is known that violacein from C. violaceum has 
anti-trypanosome and anti-tumor activities.  These activities suggested the possibility of using 
violacein for the therapeutic purposes.  Because of the importance of violacein, the DNA 
sequence of whole genome of C. violaceum was recently determined.  However, C. violaceum 
can also act as an opportunistic pathogen for animals and human, and cause fatal septicemia 
accompanied with liver and lung abscesses.  Therefore mass production of violacein using C. 
violaceum was thought to be difficult.  On the other hand, violacein-producing novel marine 
bacteria isolated and characterized in this study are unlikely to be infectious to human because 
they could not survive at 37℃ , the temperature of human body.  Therefore, the 
pigment-producing marine bacteria may meet the requirements for the mass production of 
violacein. 
 In the first chapter, we discussed the identification of 13 strains of marine bacteria which 
produced a purple pigment.  These strains were divided into two groups based on their partial 
sequences of 16S rDNA.  Nearly complete 16S rDNA sequences of two bacteria (strain 520P1 
and strain 710P1) selected from each group were determined.  The determined sequences 
showed close homologies of 99% and 97% to that of Pseudoalteromonas denitrificans. 
However, other properties of the isolated bacteria including the denitrification activity, the 
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utilization of various carbon sources, growth temperatures and the produced pigments indicated 
that they were different bacteria from P. denitrificans.   Thus, the sequences of 16S rDNA of 
novel bacteria (Pseudoalteromonas sp. 520P1 and Pseudoalteromonas sp. 710P1) were 
deposited in the DNA Data Bank of Japan (DDBJ).  
 In the second chapter, we discussed the identification of the purple pigment from 
Pseudoalteromonas sp. 520P1.  The properties of the purple pigment were compared to those 
of violacein from Pseudoalteromonas luteoviolacea, using UV-VIS spectra, HPLC and MS.   
The UV-VIS spectra, the elution profiles in HPLC analysis, and the ions detected in MS 
analysis all indicated that the properties of the pigment were identical to those of violacein.  
Further analysis of the pigment by NMR revealed that the pigment showed typical spectra for 
violacein.  Thus, the purple pigment from Pseudoalteromonas sp. 520P1 was identified as 
violacein. 
 In the third chapter, we studied the anti-tumor properties of the purple pigment on 
leukemia cell lines U937 and HL60. The pigment from Pseudoalteromonas sp. 520P1 inhibited 
the growth of leukemia cells and killed the cells at higher concentrations of the pigment. The 
IC50 values of the pigment were 0.5-0.6µM.  After the addition of the pigment to leukemia 
cells, activated caspases were detected in the pigment-treated cells.  These results indicated 
that the pigment caused the cell death by inducing apoptosis. 
 
In conclusion, the purple pigment-producing bacteria characterized in this study were 
identified to be novel bacteria belonging to the genus Pseudoalteromonas.  The pigment 
produced by the bacteria was identified as violacein.  It was also found that the pigment 
induced apoptosis of leukemia cells.  Since the bacteria are not likely to be infectious to human, 
they can be a possible source for the mass production of violacein. 
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 概 要 
新規海洋細菌が産生する色素ヴィオラセインとその抗腫瘍作用 
 
 室戸海洋深層水より青紫色素を産生する新規細菌を見いだし、この色素をヴィオラセ
インと同定した。またこの色素が白血病細胞 HL60、U937に対してアポトーシスの誘導
による細胞死を引き起こすことを見出した。 
 ヴィオラセインは、熱帯・亜熱帯地方の土壌や水域から分離される細菌である
Chromobacterium violaceumの産生する色素である。この色素は、熱帯・亜熱帯地方の風
土病の病原体トリパノソーマに対して抗生作用を持つことからその治療薬として研究
が進められてきた。また、最近では腫瘍細胞に対して細胞死を引き起こすことが報告さ
れている。この色素がもつ生理活性の重要性から C. violaceumのゲノムの全塩基配列決
定がブラジルの国家プロジェクトとして行われた。しかしながら、C. violaceumは、日
和見感染細菌であり、感染した場合重篤な敗血症を引き起こすことが知られている。こ
のため、大量培養による色素の工業的生産は難しく、結果として色素を十分利用するこ
とは行われていない。一方、本研究で得られたヴィオラセインを産生する新規細菌は、
人の体温である 37℃では生存できないため、人体に対して病原性をもつ可能性は少な
いと考えられる。そのため、この海洋細菌を C. violaceum の代わりにヴィオラセインの
大量生産に用いることができると考えられる。 
 
 第一章では、室戸海洋深層水から分離された13 株の青紫色素産生細菌の同定につい
て述べた。13株の分離細菌の 16S rDNAの部分塩基配列を決定し、そのうち 228塩基を
比較した。その結果、13 株の細菌は、同じ配列を持つ 3 株と、この配列と 3 塩基異な
る配列を持つ 10株の 2群に分かれた。この 2群のうち最も早く分離され、その性質に
ついての解明が進んでいた 520P1株と 710P1株を代表株として用い、16S rDNAのほぼ
全長にわたる塩基配列と生理的性質に基づく同定を行った。その結果、16S rDNAの塩
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基配列から両者とも Pseudoalteromonas denitrificansに近縁な細菌であることが分かった。
特に 520P1 株の DNA 塩基配列は P. denitrificans の塩基配列に 99%の相同性を示した
（710P1 株は 97%の相同性）。しかし、520P1 株および 710P1 株は、産生する色素、脱
窒作用、糖等の資化、生育温度などその生理的性質において、P. denitorificansの性質と
大きく異なっており、同属ではあるが異なる細菌であることが判明した。そこで分離細
菌 を Pseudoalteromonas 属 の 新 規 細 菌 、 Pseudoalteromonas sp. 520P1 お よ び
Pseudoalteromonas sp. 710P1とし、その 16S rDNA塩基配列を DNA Data Bank of Japan
（DDBJ）に登録した。 
 
 第二章では、Pseudoalteromonas sp. 520P1の産生する青紫色素の同定について述べた。
Pseudoalteromonas sp. 520P1の産生する青紫色素と P. luteoviolaceaの産生する青紫色素
ヴィオラセインの比較を、紫外・可視吸収スペクトル、高速液体クロマトグラフィー
（HPLC）、質量分析（MS）を用いて行った。その結果この 2つの色素の性質は、紫外・
可視吸収スペクトル、HPLCの溶出時間およびMSスペクトルのいずれにおいても一致
した。また、タンデムMS（MS/MS）による分析で得られたフラグメントイオンのスペ
クトルから、両色素は同じ骨格構造を持つことが推定された。さらに 520Ｐ1 株の青紫
色素の NMR分析より得られたスペクトルは、報告されたヴィオラセインのスペクトル
と一致した。これらのことから Pseudoalteromonas sp. 520P1の産生する青紫色素は、ヴ
ィオラセインと同定された。 
 
 第三章では、Pseudoalteromonas sp. 520P1の産生する青紫色素の腫瘍細胞に対する作
用について述べた。青紫色素をヒト骨髄球系白血病細胞 HL60およびヒト単核球系白血
病細胞 U937に添加したところ、細胞の増殖を阻害し、高濃度の色素では細胞を死滅さ
せる作用があることが判明した。生存細胞数の計数から求めた青紫色素の HL60、U937
に対する 50％抑制濃度(IC50)はおよそ 0.5-0.6µM であった。さらにこの細胞死の機構を
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探るため、アポトーシスの過程で活性化される特異的蛋白質分解酵素であるカスパーゼ
について調べたところ、色素添加後に細胞内に活性化カスパーゼが検出されることを見
出した。これらの結果から Pseudoalteromonas sp. 520P1 の産生する青紫色素は、HL60
および U937に対してアポトーシスの誘導による細胞死を引き起こすことが判明した。 
 
 以上の結果から、室戸海洋深層水由来の細菌 Pseudoalteromonas sp. 520P1は、その 16S 
rDNA配列がデータバンクに登録されていない Pseudoalteromonas属の新規細菌であり、
この細菌の産生する青紫色素はヴィオラセインであること、この色素は白血病細胞に対
してアポトーシスの誘導による細胞死を引き起こすことが分かった。青紫色素ヴィオラ
セインはその生理活性から医薬としての可能性が注目される。しかし主要なヴィオラセ
イン産生細菌である Chromobacterium violaceum が日和見感染菌であることから、色素
の工業的利用は未だ進んでいない。ここで述べた Pseudoalteromonas 属の新規細菌は、
海洋細菌であることから陸上環境への拡散の恐れはなく、また人体の体温である 37℃
で生育できないことから、人体への病原性はないと推測される。したがって、C. 
violaceumに代わるヴィオラセイン産生細菌としての利用が考えられる。 
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緒 言 
 ヴィオラセインとは中南米の熱帯・亜熱帯地方で分離される細菌Chromobacterium 
violaceum が産生する青紫色素のことである。この色素は、アブ科昆虫が媒介するトリ
パノソーマ病を引き起こす鞭毛虫 Tripanosomaに対する抗生作用をもつため、トリパノ
ソーマ病治療の目的でブラジルにおいて研究が進められてきた。 
 本研究では室戸海洋深層水の中から青紫色素を産生する新規細菌を分離し、この色素
をヴィオラセインと同定した。また、この色素が白血病細胞に対してアポトーシスの誘
導による強い抗腫瘍細胞作用を示すことを明らかにした。 
 
Fig. 1  ヴィオラセインの構造式 
 
                                           C20H13O3N3    MW 343 
 
 C. violaceumは、熱帯・亜熱帯の土壌や水から単離された（Margalith, 1992; Duran and 
Menck, 2001）。この細菌の産生するヴィオラセイン(Fig. 1)は、グラム陽性細菌に対する
抗生作用（Margalith., 1992）、トリパノソーマ病を引き起こす鞭毛虫 Tripanosomaに対す
る抗生作用（Leon et al., 2001）、最近では、腫瘍細胞に対するアポトーシス誘導作用が
報告されている（Melo et al., 2000; Melo et al., 2003; Ferreira et al., 2004）。また、C. 
violaceum の持つヴィオラセインの合成酵素群の遺伝子及び活性が明らかにされ、トリ
プトファンから始まるヴィオラセインの生合成経路についての研究が報告されている
（Momen and Hoshino, 2000）。さらに、C. violaceumの全ゲノム配列は、ブラジルにおけ
るゲノムプロジェクトにより明らかとなっている（Brazilian National Project Consortium, 
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2003）。 
ヴィオラセイン産生細菌は、現在 C. violaceum 以外に 2 種が報告されている。C. 
violaceumの近縁細菌 Janthinobacterium lividum（Matz et al., 2004）と Pseudoalteromonas 
luteoviolacea である。P. luteoviolacea の産生するヴィオラセインについてはその物理化
学的性質が報告されている（McCarthy et al., 1985; Laatsch et al., 1984 ）。しかしながら、
これら２種の細菌が産生するヴィオラセインの Tripanosomaや腫瘍細胞に対する生理作
用については報告されていない。 
 青紫色素ヴィオラセインの研究は、主にC. violaceumから得られるヴィオラセインを
用いて進められて来た。しかしながら、C. violaceumは日和見感染菌であり、感染した
人や動物で重篤な敗血症を引き起こすことが報告されている（Richard et al., 1993）。し
たがって色素の実用的利用に不可欠な大量培養によるヴィオラセインの生産は、C. 
violaceumを用いる限り困難である。一方、室戸海洋深層水から分離した細菌 85株のう
ち 13株が青紫色素を産生していることが確認されている（Yada et al., 2003）。そこで、
本研究では、この 13 株の青紫色素産生細菌に注目し、その細菌の同定、色素の同定及
び色素の生理作用について研究し、この分離細菌が C. violaceumに代わるヴィオラセイ
ン産生菌として用いることができるかどうかを検討した。 
 
 細菌の同定には、DNA 塩基配列に基づく分子生物学的な手法と、形態及び生理的性
質による手法の 2つがあるが、本研究では、これらを総合して細菌の同定を行った。 青
紫色素の同定は、紫外・可視吸収スペクトル、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）、
質量分析（MS）、核磁気共鳴（NMR）を用いて行い、P. luteoviolaceaの産生するヴィオ
ラセインとの比較も行った。 
 分離細菌から得られた青紫色素の生理活性の検証は、白血病細胞に対する細胞毒性試
験によって行った。また、その細胞死の機構を探るため、アポトーシスの過程で活性化
される酵素の出現を観察した。 
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第一章 青紫色素産生細菌の同定 
 
 1999 年から 2002 年にかけて室戸海洋深層水から 13 株の青紫色素産生細菌を分離し
た（Yada et al., 2003）。この色素は、第二章で述べるようにヴィオラセインと同定され
た。この細菌を、Chromobacterium violaceumに代わるヴィオラセイン産生細菌として利
用することを考える上で、産生細菌の同定及び生理的性質を把握することは不可欠であ
る。そこで、まず始めにこれら 13株についてその同定を行った。  
ここで細菌の系統分類法の現状について述べる。細菌は、形態分化が乏しく視覚的に
それぞれの種を識別しにくい。このため細菌の分類では早くから遺伝情報が積極的に分
類に取り入れられた。しかし、遺伝情報に基づく分類と従来の形態や生理的性質に基づ
く分類は必ずしも合致しなかった。そのため細菌分類に関する国際的な特別委員会は、
従来の表現型に基づく分類と遺伝情報に基づく分類の比較から出る矛盾を調整するた
め、1987 年に細菌の分類体系と種の概念に関する勧告を出した。この中で“細菌の種
は現在、系統的に定義できる唯一の分類学上の単位である。DNAの相同性は DNAの塩
基配列を知る基準であり、現時点で最も適用可能なものである。”と述べ、細菌の分類
は遺伝情報に基づく分子系統に重点を置くとした（Wayme, et al, 1987）。本研究におい
ても遺伝情報に基づく分類を基本とし、それに生理的性質の比較の結果を総合して同定
を行った。 
まず 13株について細菌の同定に用いられる 16S rDNAの部分塩基配列（228bp）の比
較を行い、そのすべてが同じ細菌種に属するかどうかを確認した。その結果、この 13
株の青紫色素産生細菌は、同じ 16S rDNAの部分配列を持つ 3株と、この配列と 3塩基
異なる同じ配列を持つ 10 株の 2 群の細菌群に分かれることが明らかとなった。この 2
群の細菌群のうち、もっとも早い時期に分離され、その性質についてデータの集積が進
んでいた 520P1株と 710P1株をそれぞれの細菌群の代表株として選択し同定を試みた。
520P1株および 710P1株の 16S rDNAのほぼ全長に相当する塩基配列を決定し、DNAデ
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ータベースから相同性の高い配列を検索するBLAST法（Altschul et al., 1990）を用いて、
高い相同性を示す細菌を検索した。16S rDNA塩基配列の相同性検索によって近縁とさ
れた細菌との生理的性質の比較も行った。これらの結果を総合的に考慮し、520P1株及
び 710P1株の同定を行った。 
＜材料と方法＞ 
標準株 
 生理的性質の比較を行うため、Pseudoalteromonas denitrificans （ IAM14544）と
Pseudoalteromonas luteoviolacea （IAM14710）の 2株を、東京大学分子細胞生物学研究
所細胞・機能高分子総合センターIAMカルチャーコレクションより入手した。 
 
16S rDNA配列の決定 
 青紫色素産生菌のゲノムDNAは、5ml PPES-II液体培地（Taga, 1968）を用いて 20℃
下で 3日間培養した細菌より分離した。ゲノム DNAの抽出には QIAamp DNA Mini Kit
（Qiagen）を用いた。16S rDNAは、ゲノム DNAを鋳型として、フォワードプライマー
5'-agagtttgatcctggctcag-3' （Tm値 60℃: E. coli 16S rDNA 8-27番目の塩基に相当）及びリ
バースプライマー5'-aaggaggtgatccagccgca-3' （Tm値 64℃: E. coli 16S rDNA 1542-1522番
目の塩基に相当） （Hiraishi, 1992） を用いて PCR法により増幅した。DNAポリメラ
ーゼは TaKaRa Ex Taq（タカラバイオ）を、プライマーはそれぞれが最終濃度 0.5µMに
なるように用いた。反応は、95℃1分で鋳型 DNAを変性後、95℃15秒、60℃15秒、72℃
30 秒を 35 サイクル行い、最後に 72℃で 7 分間伸長反応を行った。反応後、PCR 産物
は、QIAquick PCR Purification Kit（Qiagen）を用いて精製した。16S rDNAの塩基配列を
決定するための反応は、Cy5.5 dye Terminator Kit（Amersham Biociences）を用いた。鋳
型 DNAとして精製した PCR産物を用いた。塩基配列の決定には原核生物用のユニバー
サルプライマー（Hiraishi, 1992）を用いた。各細菌株の比較のための部分塩基配列の決
定にはユニバーサルプライマーのうち r2Lプライマ （ーE. coli 16S rDNA 821-803番目の
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塩基に相当）を用いた。決定した部分塩基配列は、DNASIS（日立）、clustalx を用い結
合した。決定した 520P1株、710P1株の 16S rDNAの塩基配列と相同性の高い塩基配列
を持つ細菌を BLAST法（Altschul et al., 1990）により DNAデータベース GenBankの登
録配列から検索し、相同性の最も高い塩基配列をもつ細菌を近縁種とした。16S rDNA
塩基配列に基づく系統樹は近隣結合法（Saitou and Nei, 1987）により作成した。系統解
析は clustal Wを用い、その計算結果から Tree Viewにより系統樹を描画した。 
 
520P1株、710P1株の生理的性質 
 増殖可能温度は、PPES-II寒天平板培地に細菌を塗布し 4, 10, 15, 20, 25, 30, 37℃下で
のコロニー形成の有無により確認した。またこのときコロニーの色の確認も行った。脱
窒作用の有無は、Zimmermannらの方法を用い確認した（Zimmermann et al., 1979）。 
 細菌の資化試験はNCIMB Japan Co., Ltdに委託し、D-グルコース, D-マンノース, マ
ルトース, D-グルコン酸, N-アセチルグルコサミン, クエン酸, D-マンニトールの資化を
検証した。 
 
＜結果＞ 
DNA塩基配列 
 青紫色素産生菌13株は、1999年から 2002年にかけて室戸海洋深層水より分離した。
分離した 13株は、ユニバーサルプライマーr2Lを用いて決定した 16S rDNAの部分塩基
配列 228bp（E. coli 16S rDNAの 473-702番目の塩基の位置に相当）に基づき、同じ配列
を持つ V1グループ（520P1、402P1 、417P1の 3 株）とそれとは 3塩基異なるが互い
に同じ配列を持つ V2グループ（710P1、315P1、 315P3、 315P4、 315P5、 315P11、 516P1、 
612P1 、710P2、714P1の 10株）の 2群に分かれた。これらの細菌株は BLAST法によ
る塩基配列相同性検索により Pseudoalteromonas属の細菌群であることが分かった。 
 この2群の細菌のうち、研究初期に分離されたため、その性質についてのデータの蓄
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積があり、また色素産生量が他の株と比べ多かった 520P1株（V1グループ）、710P1株
（V2 グループ）をそれぞれの細菌群の代表株としてさらに詳しく同定を行った。520
Ｐ1株については 1486塩基、710P1株については 1489塩基の 16S rDNA塩基配列を決
定した。これは、16S rDNAのほぼ全長にあたり、DNAデータベース GenBankに登録
された配列との相同性検索により、相同性の高い細菌を絞り込むことができた。P. 
denitrificans（GenBank accession no. X82138）が両細菌に最も相同性が高い細菌であった。
520P1 株とは、1425 塩基中 14 塩基が異なり、5 塩基のギャップがみられ、その相同性
は 99％であった（Fig. 2）。しかし、710P1株は、P. denitrificansと最も相同性が高いに
も関わらず、1425塩基中 45塩基が異なり 3塩基のギャップがみられ、その相同性は 97％
であった（Fig. 2）。また、Pseudoalteromonas属で青紫色素ヴィオラセインを産生する細
菌として報告されている P. luteoviolacea（GenBank accession no. X82144）とは、520P1
株、710P1株のどちらにおいても 94％の相同性しかなく明らかに同属別種であった（Fig. 
2）。520P1株及び 710P1株と既知のヴィオラセイン産生細菌との系統関係を Fig. 3に示
した。 
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Fig. 2 分離株および近縁種の 16S rDNA塩基配列の比較 
 
 520P1株（DDBJ AB196167）と 710P1株（DDBJ AB196168）の 16S rDNA塩基配列をGenBank
登録配列中最も相同性の高い Pseudoalteromonas denitrificans（GenBank X82138）およびヴィ
オラセイン産生海洋細菌 Pseudoalteromonas luteoviolacea（GenBank X82144）の登録配列と
比較した。図中の囲まれた部位は、分離した細菌 13株の分類に用いた部分塩基配列である。 
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Fig. 3 ヴィオラセイン産生細菌と近縁種の系統樹 
 
 Pseudoalteromonas sp. 520P1と Pseudoalteromonas sp. 710P1を含むヴィオラセイン産生細
菌と近縁種の無根系統樹を、16Ｓ rDNA の塩基配列をもとに近隣結合法により作成した。
系統樹の分岐パターンのブートストラップは 1000 回抽出の検定結果を示す。
Janthinobacterium lividum（Y08846）、Chromobacterium violaceum（M22510）、Pseudoalteromonas 
luteoviolacea（X82144）は、既知のヴィオラセイン産生細菌である。Pseudoalteromonas 
denitrificans（X82138）は、GenBank 登録塩基配列中、分離細菌の塩基配列と相同性が最も
高かった細菌である。 
 
生理的性質 
 生理的性質は、520P1株、710P1株と P. denitrificansの間で大きく異なっていた（Table 
1）。520P1 株、710P1 株は、グラム陰性桿菌で増殖可能温度 10-25℃、コロニーは青紫
色であった。P. denitrificansは、グラム陰性桿菌で増殖可能温度 4-20℃と 520P1株、710P1
株より低温を好み、コロニーの色はその産生色素 prodigiosin のために赤色であった
(Enger et al., 1987)。P. denitrificansに特徴的な脱窒（denitrification）活性は、13株の分離
細菌すべてで認められなかった。520P1株以外の 710P1株を含む分離株は、脱窒の前駆
反応である硝酸還元能を持っていた。さらに、520P1株と 710P1株は、本研究で検証し
た糖等の有機物に対し資化能を持たなかったが、P. denitrificansは D-グルコースとマル
トースを資化する点においても異なっていた。これらのことから、16S rDNA塩基配列
の相同性が高い P. denitrificansと 520P1及び 710P1株は同属ではあるものの、表現型の
異なる別の細菌と言える。また、両細菌とも P. luteoviolaceaとは、増殖可能温度、糖資
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化においてその性質は全く異なっていた。 
 16S rDNA塩基配列による相同性の比較と近縁種との生理的性質の比較から、室戸海
洋深層水から単離した 520P1株と 710P1株は、未だその 16S rDNA配列が登録されてい
ない、Pseudoalteromonas 属の新規細菌であることが判明した。そこでこれらの細菌を
Pseudoalteromonas sp. 520P1 （accession no. AB196167）及び Pseudoalteromonas sp. 710P1 
（accession no. AB196168）とし、その 16S rDNA塩基配列を DNA Data Bank of Japan
（DDBJ）に登録した。 
 
Table 1 分離細菌の生理的性質 
 
 
＜考察＞ 
 Pseudoalteromonas sp. 520P1および Pseudoalteromonas sp. 710P1の 16S rDNA塩基配列
は、Pseudoalteromonas denitrificansの配列と最も相同性が高かった。Pseudoalteromonas sp. 
520P1 と P. denitrificans の相同性は 99%と高く非常に近縁であると判断できるが、P. 
denitrificans の産生する色素は、赤色の prodigiosin であることや脱窒作用その他の生理
的性質において大きく異なっていた。この結果に基づき、Pseudoalteromonas sp. 520P1
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は、P. denitrificans とは異なるデータバンク未報告の新規細菌であると判断した。また
Pseudoalteromonas sp. 710P1と P. denitrificansの相同性は、97%であり、産生色素や脱窒
作用においても異なっていた。Pseudoalteromonas sp. 520P1の産生する青紫色素は、第
二章で述べるようにヴィオラセインであることが分かった。そこで、ヴィオラセインを
産生する海洋細菌 P. luteoviolaceaと 520P1株および 710P1株の 16S rDNA塩基配列の相
同性を比較したが、94%の相同性しかなく、P. luteoviolaceaとは明らかに別種であった。
このことから、Pseudoalteromonas sp. 520P1と Pseudoalteromonas sp. 710P1は、新たなヴ
ィオラセイン産生細菌であると結論した。 
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第二章 青紫色素の同定 
 
 青紫色素の本体を明らかにするため、Pseudoalteromonas sp. 520P1の産生する色素の
物理化学的性質の分析を紫外・可視吸収スペクトル、HPLC、MS、NMR を用いて行っ
た。 
 
＜材料と方法＞ 
色素の抽出・精製 
 青紫色素産生細菌は、1,000 – 2,000mlの PPES-II培地を用い、20℃下で 1週間静置培
養した。菌液は、4,000×gで 10分間遠心分離し、上清を廃棄した後、残ったペレット
に元の培養液の 1/5量のエタノールを加えて懸濁し、色素を抽出した。10,000×gで 10
分間遠心分離し、上清を粗抽出色素とした。粗抽出色素は、ロータリーエバポレーター
で乾固させ、元の培養液の 1/10量のエタノールで再溶解し、再度 10,000×gで 10分間
遠心分離し、その上清をカラム精製用色素とした。精製は、粗抽出色素をシリカカラム
(20mm×300mm,移動相 2-プロパノール)で部分精製し、さらに色素画分を ODS カラム
（20mm×500mm, 移動相 40%（v/v）アセトニトリル水溶液）を用いて精製した。精製
に用いたシリカ担体（SIL-120-S150）と ODS 担体（ODS-A-120-S150）はワイエムシー
より購入した。 
 
紫外・可視吸収スペクトル 
 紫外・可視吸収スペクトルは、試料をエタノールに溶解し、自記分光光度計（Beckman 
DU 640）を用いて測定した。 
 
HPLC 
HPLCは、ODSカラム（4.6mm × 150mm, Beckman Ultra sphere ODS 5µm）を用い、
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移動相 40%（v/v）アセトニトリル水溶液、流速 1ml/min で行った。青紫色素の可視領
域での最大吸収波長である 575nmで測定した。 
 
MS、MS/MSスペクトル 
 色素試料は、メタノールに溶解し、ESIによってイオン化した。スプレー電圧は 4.5kV、
キャピラリー温度 150℃であった。MS/MSスペクトルも同じ条件で試験した。 
 
NMRスペクトル 
 NMR スペクトルは、Varian UNITY INOVA 400（ 1H NMR, 399.91MHz; 13C NMR, 
100.56MHz）を使用し、試料は重水素置換ジメチルスルホキシド（DMSO-d6）に溶解し
て用いた。 
  
＜結果＞ 
色素の抽出・精製 
 520P1株から抽出した青紫色素及びP. luteoviolacea (IAM14710)から抽出したヴィオラ
セインは、水には不溶であったが、エタノール、2-プロパノール、DMSOには可溶であ
った。また、ヘキサン、クロロホルム、アセトニトリルには難溶性であった。抽出した
青紫色素とヴィオラセインは、2-プロパノールを移動相とするシリカカラムを通し、溶
出した色素を含む画分を 40%（v/v）アセトニトリル水溶液を移動相とした ODSカラム
で精製した。 
 
紫外・可視吸収スペクトル 
 エタノール中の青紫色素及びヴィオラセインは、575nmに吸収極大を示し、両者の紫
外・可視吸収スペクトルは非常によく似ていた（Fig. 4）。この結果から両色素が同一ま
たは極めて類似する発色団を有すると考えられた。Laatsch et al., （1984）による報告に
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見られるヴィオラセインのスペクトルとも酷似していた。 
 
Fig. 4 青紫色素の紫外・可視吸収スペクトル 
 
HPLC 
 青紫色素とヴィオラセインを、ODS カラム（4.6mm × 150mm）を用いた HPLC に
よって分析したところ、同一の溶出時間が得られた（Fig. 5）。さらに、青紫色素とヴィ
オラセインの混合サンプルを HPLCで分析したところ、単一のピークを示した。このこ
とは両色素が HPLC上で全く同一の挙動を示す色素であることを示している。 
 
Fig. 5  青紫色素の HPLCによる分析 
 
 520P1株およびP. luteoviolaceaから抽出、精製した青紫色素とヴィオラセインを、ODS
カラムを用いて分析した。(a)精製した青紫色素 （b）青紫色素とヴィオラセイン混合物 
（a） （b） 
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MS、MS/MSスペクトル 
 青紫色素のMSスペクトルから m/z 342, [M-H]-のイオンが検知され、分子量は 343で
あることが分かった（Fig. 6(a)）。また、MS/MSスペクトルより、m/z 342, 298, 209, 184, 
157 の [M-H]-イオンが検知された(Fig. 6(b))。また比較のために行った P. luteoviolacea
由来のヴィオラセインの分析でも同じイオンが検知された。この結果から、色素の分解
で生じたフラグメントも青紫色素とヴィオラセインで共通であり、同じ分子量で同じ骨
格構造を持つ色素であることが推定された。Lattsch et al（1984）が報告したヴィオラセ
インのＭＳスペクトルとも一致した。 
 
Fig. 6 青紫色素の質量分析 
 
（a） MS スプレー電圧4.5kV、キャピラリー温度 150℃ 
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（b） MS/MS スプレー電圧4.5kV、キャピラリー温度 150℃ 
 
NMRスペクトル 
 Laatsch et al（1984）は P. luteoviolacea由来のヴィオラセインについてその 1Ｈ NMR
スペクトルを報告している。また、Rettori and Duran（1998）は、C. violaceum由来のヴ
ィオラセインの 1Ｈ NMRスペクトルと 13C NMR スペクトルを報告している。青紫色
素の 1H NMR（400MHz, DMSO-d6）では、δ11.85（1H, d）, 10.70（1H, d）, 10.59（1H, s）, 
9.30（1H, s）, 8.95（1H, d, J=8）, 8.04（1H, d, J=2.5）, 7.55（1H, d, J=1.5）, 7.32（1H, d, J=8.5）, 
7.21（1H, d, J=2.0）, 7.17（1H, td, J=8.0, 2.0）, 6.93（1H, td, J=8.0, 2.0）, 6.79(1H, d, J=8.0), 
6.75(1H, dd, J=2.0, 8.0) 計13個の 1Hを確認した (Fig. 7)。13C NMR（101MHz, DMSO-d6）
ではδ171.9, 170.4, 153.1, 147.9, 142.0, 137.2, 131.8, 130.0, 129.6, 126.5, 125.8, 122.6, 121.0, 
118.8, 113.2, 113.6, 109.2, 105.9, 104.8, 97.1計 20個の 13Cを確認した (Fig. 8)。これらの
結果は上述のヴィオラセインの NMRスペクトルに関する報告と合致している。 
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Fig. 7 青紫色素の 1H NMR 
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Fig. 8 青紫色素の 13C NMR 
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＜考察＞ 
 Pseudoalteromonas sp. 520P1の産生する青紫色素は、P. luteoviolaceaの産生するヴィオ
ラセインと同じ紫外・可視吸収スペクトルを示し、HPLCでの溶出時間も一致した。ま
た、MS、MS/MSスペクトルでも、同一のスペクトルを得たことから、ヴィオラセンと
同じ分子量をもち、またその構造も同一である可能性が高いことが分かった。さらに、
1H NMRおよび 13C NMRによる青紫色素の分析を行った結果、Laatsch et al., （1984）
の報告した P. luteoviolacea 由来のヴィオラセインの 1Ｈ NMR スペクトル、Rettori and 
Duran（1998）の報告した C. violaceun由来のヴィオラセインの 1Ｈ NMRスペクトルと
13C NMR スペクトルと同一のスペクトルを示した。これらのことから、
Pseudoalteromonas sp. 520P1から得られる青紫色素は、ヴィオラセインであると結論し
た。 
 Pseudoalteromonas sp. 710P1の産生する色素についても、紫外・可視吸収スペクトル
および HPLC分析において Pseudoalteromonas 520P1の産生する青紫色素と同一の結果
が得られた。このことから、710P1株の産生する色素もヴィオラセインであると考えら
れる。 
 
 
 28
第三章 青紫色素の白血病細胞に対する細胞毒性 
 
 Pseudoalteromonas sp. 520P1の産生する青紫色素は、ヴィオラセインであることが第
二章で述べた分析によって明らかとなった。Chromobacterium violaceum が産生するヴ
ィオラセインは、腫瘍細胞に対してアポトーシスを引き起こすことが報告されている
（Melo et al., 2003 ; Ferreira et al., 2004）。しかし、それ以外の細菌から得られるヴィオラ
セインの抗腫瘍作用は未だ報告されていない。抗腫瘍作用の検証は、Pseudoalteromonas 
sp. 520P1をヴィオラセイン生産に利用する上で必須である。そこで Pseudoalteromonas 
sp. 520P1が産生する青紫色素の腫瘍細胞に対する細胞毒性を検証した。 
 
 細胞毒性の検証にはヒト骨髄球系白血病細胞HL60 とヒト単核球系白血病細胞 U937
を用いた。これらの細胞はさまざまな研究において広く用いられているため、得られた
結果の比較が容易であることから選択した。 
 細胞死には、アポトーシスとネクローシスの2種がある。アポトーシスは、発生の過
程などで起こるプログラム死と呼ばれる細胞死の形態である。このとき細胞は、核の凝
縮、断片化、細胞質の萎縮などの形態変化が起こり、最終的には、マクロファージに取
り込まれ消化される。このアポトーシスには、レセプターから始まる経路とミトコンド
リアから始まる 2つの経路があり、そのいずれにもカスパーゼというシステインプロテ
アーゼが関与している（Wang et al., 2005; Cho and Choi, 2005）。アポトーシスは何種類
かのカスパーゼの順序だった活性化によって進行する（Fig. 9）。レセプター経路では、
カスパーゼ 8, 10が、ミトコンドリア経路では、カスパーゼ 9が活性化され、活性化さ
れたカスパーゼの作用によって下流のカスパーゼ 3, 6, 7が活性化され、最終的にはアポ
トーシスへと進んでいく。本研究では、青紫色素による細胞死がアポトーシスによるも
のかどうかを検証するため、細胞内での活性化カスパーゼの出現を観察した。 
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Fig. 9 アポトーシスの経路とカスパーゼの関与 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜材料と方法＞ 
白血病細胞株 
 白血病細胞は、財団法人ヒューマンサイエンス振興財団ヒューマンサイエンス研究資
源バンクより分与された、ヒト単核球系白血病細胞 U937（登録番号 JCRB9021）と、ヒ
ト骨髄球系白血病細胞 HL60（登録番号 JCRB0085）を用いた。 
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 30
細胞の培養 
白血病細胞の培養は、10%ウシ血清, 2.5µg/ml アンホテリシン, 50U/ml ペニシリン, 
50µg/mlストレプトマイシン, 50µg/mlゲンタマイシンを含む RPMI-1640（Sigma）を用
い、37℃、5%CO2、加湿条件下で行った。 
 
色素の毒性試験 
 毒性の評価は、青紫色素を白血病細胞の培養液に加え、24 時間後に生存細胞数を直
接計数し、50％抑制濃度（IC50）を求めることによって行った。 
前培養した白血病細胞は、4℃ 230×g で 10 分間遠心分離し、上清培地を廃棄した。
その後、培養液を加えて再懸濁し、細胞数を顕微鏡で直接計数しながら細胞濃度が 5-7
×105 cells/ml になるように培養液を加えながら調節し、15mlの培養チューブに 5mlず
つ 12 本分注した。DMSO に溶解した青紫色素（約 550µM）を、0.22-2.15µM の最終濃
度となるよう 10 本のチューブに添加した。青紫色素の濃度は、メタノール中での分子
吸光係数ε570nmを 2.8×104 Ｍ-1ｃｍ-1として計算した（Momen and Hoshino., 2000）。こ
のとき DMSO濃度はすべて最終濃度 0.39%（v/v）となるよう調節した。残りの 2本の
チューブのうち１本は、DMSO のみ最終濃度 0.39％（v/v）になるように加え、もう一
本は、DMSO を加えないコントロールとした。これらをよく撹拌後、各サンプル 2ml
ずつを 12ウェルプレート 2枚に分注した。37℃、5% CO2、加湿下で 24時間培養した
後、細胞培養液 50µl に等量のトリパンブルーを加え撹拌後、改良ノイバウェル血球計
計算板（Bright-Line）に試料をのせて、染色されない生細胞を顕微鏡により直接計数し
た。 
 
カスパーゼの検出 
 カスパーゼの検出には、活性化カスパーゼに特異的に結合する阻害剤に蛍光色素
（FITC）を付加したもの（CaspGLOWTM Fluorescein Active Caspase Staining Kit, BioVision）
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を使用した。細胞濃度 1.0×106 cells/mlの培養液 1mlに青紫色素を最終濃度 2.15µMに
なるように添加したもの、ネガティブコントロールとして DMSO を色素添加量と同量
加えたもの、さらに青紫色素最終濃度 2.15μM を含む培養液 1ml にカスパーゼ阻害剤
1µlを加えたものをコントロールとし、2-3時間、37℃、5% CO2、加湿下で培養した。
その後、それぞれの培養液を 1.5mlチューブに 300µlずつ分注し、それぞれに１µlの阻
害剤に蛍光色素（FITC）が付加したものを添加し、さらに 1 時間培養した。培養液を
230×gで 5分間遠心分離し、上清を廃棄後、洗浄緩衝液 500µlに再懸濁し、230×gで
5分間遠心分離し上清を廃棄した。再度、洗浄緩衝液 500µlで細胞を洗浄した後、洗浄
緩衝液 10µl を加え検鏡用の試料とした。FITC 用フィルターを装備した蛍光顕微鏡
（Olympus IX70）を用いて倍率 400倍で観察し、露光時間 30秒で蛍光顕微鏡写真を撮
影した。 
 
＜結果＞ 
色素の細胞毒性 
 色素を溶解するDMSOは、培養液中に 1.3%以上の濃度で存在すると HL60細胞の分
化を引き起こすことが一般的に知られている。また、DMSOは、U937細胞に対しても
培養液中に高濃度に存在すると細胞毒性を示す。そのため本研究における DMSO 濃度
は、培養液中の最終濃度が 0.7%以下になるようにして用いた。 
 Pseudoalteromonas sp. 520P1の青紫色素は、白血病細胞 U937と HL60に対して毒性を
示した。このとき、添加した色素量と同量の DMSO を加えたコントロールに死細胞は
見られず、毒性は検出されなかった。青紫色素の U937に対する作用は、0.43μMの濃
度で明らかと成り始め、細胞は増殖を抑制されて 24 時間後も細胞数は増えていなかっ
た。1.29µM では、ほとんどの細胞が死滅していた（Fig. 10）。U937 に対する青紫色素
の 50% 抑制濃度（IC50）は、0.63µMであった。HL60に対する作用は、0.43µMから認
められ、1.08µMでは生細胞は見られなかった。HL60に対する IC50は 0.47µMであった
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（Fig. 11）。さらに、2.15µMの青紫色素は、U937に対し添加後 2時間後から細胞死を
誘導した。また、24時間後に生細胞は確認できなかった。HL60では、3時間後から細
胞死を引き起こしており、6時間後には生細胞はほとんど見られなかった。 
 
Fig. 10 U937細胞に対する青紫色素の細胞毒性 
 
 
Fig. 11 HL60細胞に対する青紫色素の細胞毒性 
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細胞死の機構 
 細胞死の機構がアポトーシスであることを検証するには、一般に細胞の形態変化（細
胞質の凝縮、核の断片化）、DNA の断片化、カスパーゼの活性化などが指標とされる。
ここでは青紫色素によって白血病細胞に起こる細胞死がアポトーシスであるかどうか
を、アポトーシスを起こしている細胞で特異的に活性化される蛋白質分解酵素であるカ
スパーゼを検出することで判別した。活性化カスパーゼに特異的に結合する阻害剤に蛍
光色素（FITC）が付加した試薬で細胞死が進行中の細胞を処理し、蛍光顕微鏡で細胞
内に蛍光ラベルされた活性化カスパーゼが存在するかどうかを観察した。U937 および
HL60に対して 2.15µMの青紫色素を添加すると、2-3時間で細胞死を誘導することから、
この時期の細胞に蛍光試薬を加え、１時間培養後に細胞を観察した。このとき、U937、
HL60ともに細胞質が凝集しており細胞内の局所で蛍光が観察された（Fig. 12, Fig. 13）。
青紫色素を添加していない細胞では、細胞内の蛍光は観察できなかった。以上の結果か
ら青紫色素の引き起こす U937と HL60の細胞死はアポトーシスによるものであること
が判明した。 
 
Fig. 12 青紫色素により細胞死を誘導したU937細胞中のカスパーゼの検出 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
No addition 
Phase contrast microscopy 
Fluorescent microscopy 
+ pigment (2.15µM) 
+ pigment (2.15µM) 
 34
Fig. 13 青紫色素により細胞死を誘導したHL60細胞中のカスパーゼの検出 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜考察＞ 
 青紫色素は、ヒト単核球系白血病細胞U937と、ヒト骨髄球系白血病細胞 HL60にア
ポトーシスによる細胞死を誘導した。また、HL60細胞に対する IC50は、0.47µMであっ
た。Chromobacteriumの産生するヴィオラセインを用いた HL60 細胞の細胞死は、Melo
ら（Melo et al., 2003）や Ferreiraら（Ferreira et al., 2004）により IC50が 0.7µMと報告さ
れている。これから青紫色素とヴィオラセインの HL60細胞に対する細胞毒性は、ほぼ
同等であると言える。 
また Ferreiraらは、C. violaceumの産生するヴィオラセイン 2µMによって、HL60細
胞の細胞死が誘導されるにもかかわらず、同じ濃度のヴィオラセインは U937細胞に対
しては細胞死を誘導しないと報告している。しかし、本研究では、HL60 細胞の細胞死
+ pigment (2.15µM) No addition 
Phase contrast microscopy 
Fluorescent microscopy 
+ pigment (2.15µM) 
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誘導の IC50と U937 細胞に対する IC50がほぼ同じであることから、Ferreira らの結果と
は明らかに異なっている。この結果の相違の原因として、U937 細胞が継代を繰り返す
うちに形質変化を良く起こす細胞として知られているため、Ferreira らが用いた U937
細胞では、実験操作によるストレスや変異によりストレス耐性の細胞や抗がん剤耐性の
細胞が選択されていた可能性が考えられる。 
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総 括 
 紫外・可視吸収スペクトル、HPLC、質量分析の結果、Pseudoalteromonas sp. 520P1の
産生する青紫色素は、比較のために測定した Pseudoalteromonas luteoviolaceaのヴィオラ
セインと同一のスペクトルおよび HPLCにおける挙動を示した。また青紫色素の NMR
スペクトルは、Laatsch et al., （1984）の報告した P. luteoviolacea由来ヴィオラセインの
1H NMR スペクトル、また、Rettori and Duran（1998）が報告した Chromobacterium 
violaceum由来ヴィオラセインの 1H NMRと 13C NMRのスペクトルと同じスペクトルを
示した。以上の結果から、Pseudoalteromonas sp. 520P1の産生する青紫色素は、ヴィオ
ラセインと同定された。 
 Pseudoalteromonas sp. 520P1と Pseudoalteromonas sp. 710P1の 16S rDNAの塩基配列は、
GenBankに同じ配列を持つ細菌が登録されていない未報告の細菌であった。今までにヴ
ィオラセイン産生細菌として報告されている Chromobacterium violaceum, 
Janthinobacterium lividum, Pseudoalteromonas  luteoviolacea とは異なる新たな細菌と同
定された。Pseudoalteromonas sp. 520P1の 16S rDNAの塩基配列は、Pseudoalteromonas 
denitrificans の塩基配列と 99%の相同性を示すことから、両者は近縁な細菌であると言
える。しかし、産生色素、糖の資化、増殖可能温度、脱窒など多くの生理的性質が異な
るため、その表現型からは異なる細菌と考えられる。また海洋細菌 P. luteoviolaceaとは
塩基配列の相同性や生理的性質から明らかに異なる細菌であった。 
 Pseudoalteromonas sp. 520P1の産生する青紫色素は、腫瘍細胞に対して細胞毒性を持
つことが明らかになった。ヒト骨髄球系白血病細胞 HL60 に対する青紫色素の IC50は
0.47µMであり、Meloらや Ferreiraらの報告した C. violaceum由来ヴィオラセインの IC50 
0.7µM とほぼ同等の値と言える。そして、活性化カスパーゼの特異的蛍光染色により、
この細胞死がアポトーシスによるものであることが判明した。本研究でのヒト単核球系
白血病細胞 U937に対する青紫色素の IC50は 0.63µMであり、HL60に対する IC50とほぼ
同等と言う結果が得られた。この細胞死も、活性化カスパーゼの特異的染色によりアポ
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トーシスによるものと分かった。しかし、Ferreiraらは、2µMの C. violaceum由来ヴィ
オラセインは、U937 細胞に対して細胞死を引き起こさないと報告している。この実験
結果の食い違いは、U937細胞の形質の違いが原因として考えられる。 
 ヴィオラセインはその抗腫瘍作用、抗トリパノソーマ作用など注目すべき性質を持っ
ている。ヴィオラセインを実用の目的に供するには、その工業的な大量生産が必要であ
るが、ヴィオラセイン産生細菌として最も広く用いられている Chromobacterium 
violaceum は人や動物に日和見感染し、敗血症を引き起こすため、その工業的な利用は
困難である（Richard., 1993）。本研究で分離された Pseudoalteromonas sp. 520P1は、人体
の体温である 37℃では生存できないこと、海洋細菌であるため陸上施設での大量培養
では外部環境への拡散を防げる点からC. violaceumに代わるヴィオラセイン産生細菌と
して利用できる可能性がある。 
 しかし、Pseudoalteromonas sp. 520P1を用いたヴィオラセインの工業的生産には、い
くつか解決しておくべき課題がある。Pseudoalteromonas sp. 520P1では、細胞数が定常
に達した後に色素の産生が見られた。この現象は、細菌の発光、色素、毒素などの二次
代謝産物の合成遺伝子発現を調節する quorum sensing 機構と似ている。この quorum 
sensing 機構には、二次代謝産物合成遺伝子の発現を促進するためのシグナル伝達を行
う物質オートインデューサー（AI）が関与している（Taga and Bassler., 2003）。
Pseudoalteromonas sp. 520P1でもAI様の働きをする物質が色素産生を誘導している可能
性が考えられる。Pseudoalteromonas sp. 520P1によるヴィオラセイン大量生産には、こ
の色素産生の調節機構を明らかにする必要があり、色素合成酵素遺伝子群の同定ととも
にその解明が待たれる。 
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